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緒言 
 先進国、とりわけ日本は、現在総人口に占める 65 歳以上のヒトの割合が 20％
を超えるという超高齢社会を迎えている。そのため、わが国では、加齢に伴い
増加する病気が社会問題となっている。とくに社会問題として取り上げられる
寝たきりは、患者だけでなく、介護者を必要とするため、介護費や医療費の増
加という問題を発生させる１）。寝たきりの主な原因としては、第１位の脳血管
疾患に続いて、骨折があげられる。高齢者の骨折の原因としては、骨粗鬆症と
呼ばれる骨が若い時よりも脆い状態となり、そこに老化に伴う運動機能の低下
による転倒が原因となる。転倒によって、足の付け根の部分にあたる大腿骨の
頚部や転子部等に骨折が起こり、歩行困難となるため寝たきりとなる。 
骨粗鬆症は、骨の代謝のアンバランスによっておこる症状である。骨は、他
の組織と同じように、骨の基を作る骨形成とそれらを分解する骨吸収と呼ばれ
る作用によって、新陳代謝されている。骨形成は骨芽細胞が担い、骨吸収は破
骨細胞が役割を担っている。生物が生まれた時は、骨形成が骨吸収より優って
いるため、骨が大きくなり成長することができる。成人では、骨形成と骨吸収
のバランスが保たれているため、骨量を維持することができる。しかし、高齢
になるとバランスが骨吸収の方に傾き、骨量が減少していく。骨形成を担う骨
芽細胞は、未分化間葉系細胞から分化し、コラーゲンなどの骨基質を合成して、
そこにカルシウムを沈着させて骨を作る。それに対して、血液幹細胞から分化
する破骨細胞は、酸を分泌して、骨からカルシウム分を溶出させ、カテプシン
K やマトリックスメタロプロテアーゼ類(MMPs)などの酵素によって、骨のタン
パク質であるコラーゲンを分解し、骨を壊す。この作用をもつ細胞は生体で唯
一、破骨細胞だけである 2,3)。 
骨粗鬆症やそれに伴う骨折を回避するためには、若い時から骨密度を高めて
おくことが必要である。特に女性の場合、更年期と呼ばれる、加齢による生殖
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機能の減退によって、女性ホルモンが低下し、急激な骨量の低下が起こる。し
かし、この低下現象においても元の骨密度が高い状態であれば、骨折を予防す
ることが可能となる。最大骨量を高める方法としては、普段からの食事や適切
な運動が挙げられる。普段の食事で改善する方法としては、骨の原料となるカ
ルシウム摂取が考えられる。しかし、近年の報告でカルシウム摂取だけでは、
骨粗鬆症による骨密度低下を抑制できない 4）といわれているため、骨代謝バラ
ンスを調節する食事性因子に興味が集まってきている。  
骨代謝を制御できる成分を含む食物としては、まず大豆があげられる。大豆
中に含まれるイソフラボンは、女性ホルモン様作用を持ち、骨代謝を改善する。
イソフラボン類のうちでダイゼインは、摂取すると腸内細菌の作用によってエ
クオールと呼ばれる物質に代謝され、他のイソフラボン類に比較して強い女性
ホルモン様作用によって骨代謝を改善する。しかし、このダイゼインからエク
オールに代謝する腸内細菌は、全ての人に存在するわけではない。よって、こ
の効果が強く現れる人とそうでないものがいることが報告されている 5～7）。 
次に、食事性の因子で注目を集めているものに、乳があげられる。乳は、乳
児が口にする唯一の食物であり、牛乳は、人類が長きに渡り飲用または飲食し
てきたものである。牛乳には言うまでも無く、カルシウムが豊富に含まれてお
り、骨の原料となる。さらに近年の研究では、乳中の成分であるタンパク質画
分と骨代謝の関連にも注目が集まっている 8～10）。乳中のタンパク質は、カゼイ
ンと呼ばれる、牛乳中のタンパク質の 80％を占め、pH4.6 以下で沈殿してくる
成分と、ホエーと呼ばれるヨーグルトなどを調製したときに出来る上澄みの部
分とからなる。ホエーには、主にウシの場合では、αラクトアルブミンやβラ
クトグロブリンと呼ばれるタンパク質からなる。その他には、血清アルブミン
や免疫グロブリン、色々な生理作用を持つことで知られるラクトフェリン、ま
た極微量に含まれる成分として、IGF-１、FGF、TGF-β、やβセルリンなどの成
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長因子が含まれている 11～17）。高田らによれば、このホエー成分が骨を作る細胞
である骨芽細胞の増殖を促し、骨を壊す役割を持つ破骨細胞の骨吸収を抑制す
ることが知られている。また、ホエーの摂取によって骨の強度が増加すること
が報告されている 18～21）。ホエー中の成分としては、ホエー成分を陽イオン交換
樹脂にて分画した成分に骨強化作用があることが著者の共同研究者によって発
見された。この画分は、乳塩基性タンパク質[Milk Basic Protein (MBP)]と呼
ばれ、細胞実験 18,19）、動物実験 22,23）を通して、骨代謝改善作用が確認されただ
けでなく、2 重盲検法によるヒト飲用試験で、20 歳代 24）、20 から 50 歳代 25～27）、
更年期 28）、高齢期女性 29）の全ての世代で、骨代謝を改善して、骨密度を増加
させる作用があることが確認された。この骨代謝改善作用としは、骨吸収が活
発な時に上昇する代謝マーカーである尿中Ⅰ型コラーゲン架橋 N−テロペプチ
ド（NTx）や尿中デオキシピリジノリン（DPD）の低下が確認されたことから、
乳塩基性タンパク質には特に、破骨細胞による骨吸収を抑制する作用があるこ
とが考えられた。 
乳塩基性タンパク質には、トランスフェリン・ファミリーに属する鉄結合性
の糖タンパク質であるラクトフェリンが含まれている 30）。ラクトフェリンは、
顆粒球から分泌されるタンパク質で、乳中に含まれており、鉄吸収の制御や抗
菌活性、免疫賦活、抗炎症作用、細胞増殖調節作用、抗酸化活性などの生理活
性機能が知られている 31～34）。また、ラクトフェリンは、腸溶化カプセルで投与
すると、内臓脂肪の低下をもたらすことが近年の研究で明らかになり、健康食
品として販売されている 35）。このようなラクトフェリンには、骨代謝において
も機能が見出されており、LRP1 レセプターを介して、骨芽細胞の増殖作用やア
ポトーシス抑制が見出されている。また、破骨細胞に対しても分化の抑制作用
が報告されている 36）。しかしながら、乳塩基性タンパク質画分の骨代謝改善作
用がすべてラクトフェリンによるものなのか、これらを比較検討した研究は行
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われていない。 
また、乳塩基性タンパク質画分には、様々なタンパク質が含まれているが、
破骨細胞の分化及び機能を制御する物質についてはよく分かっていない。破骨
細胞は、単球マクロファージを起源とする血液系の細胞から分化することが知
られている 37,38）。それが、骨髄中に存在する間質細胞や、骨表面に存在する骨
芽細胞から分泌されるマクロファージコロニー刺激因子[Macrophage colony 
-stimulating factor（M-CSF）]と細胞膜表面に存在する NF-κB 活性化受容体
リガンド[Receptor Activator of NF-κB Ligand (RANKL)]の刺激によって破骨
細胞へと分化誘導される。特に RANKL は、腫瘍壊死因子ファミリー[Tumor 
necrosis factor(TNF) family ]に属する因子で、NF-κB 活性化受容体[Receptor 
Activator of NF-κB (RANK)]を介して、RANK に TRAF6 が結合し、TRAF6 のユビ
キチン化を経て、細胞内に分化誘導のシグナルが伝達される。このシグナル伝
達は、NF-κB の活性化や Mitogen-activated protein (MAP)kinase (p38、ERK、
JNK)の活性化を引き起こし、これにより c-fos と NFAT2 と呼ばれる破骨細胞の
分化に必須の転写因子の発現を誘導して、細胞同士が融合して多核化し、骨を
壊す（吸収する）作用を持った成熟した破骨細胞ができる 39～42）。これまでに、
乳塩基性タンパク質が破骨細胞の分化を抑制することが示唆されていたが、乳
塩基性タンパク質のどの成分に破骨細胞分化抑制作用があるかは不明であった。
さらに、この抑制がどのようなメカニズムで起こっているかについても全く情
報が無かった。また、破骨細胞は分化すると細胞同士が融合して多核化し、シ
ーリングゾーンと呼ばれる構造を細胞内に形成して、骨に吸着し、波状縁を作
って、酸を分泌する。乳塩基性タンパク質は、成熟した破骨細胞の骨吸収機能
も抑制することが報告されているが、乳塩基性タンパク質のどの成分に骨吸収
抑制作用があるかについては不明である。  
そこで、本研究では、乳塩基性タンパク質画分の活性本体を明らかにし、そ
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の作用機構を明らかにすることを目的として、まず、牛乳から塩基性タンパク
質画分とラクトフェリンを調製し、それらの骨代謝に与える影響について比較
検討した。つぎに、乳塩基性タンパク質画分からラクトフェリン以外の破骨細
胞分化抑制因子の分離同定を行った。また、新規の乳由来破骨細胞分化抑制因
子の破骨細胞分化抑制のメカニズムについても解明を行った。さらに、乳塩基
性タンパク質から成熟破骨細胞の骨吸収を抑制する因子の分離同定を行った。
また、その抑制のメカニズムについても検討を行った。  
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第１章 骨代謝に作用する MBP 成分の探索 
 
１－１．序論 
我々はこれまでに乳に含まれるホエータンパク質、とりわけその中の塩基性
のタンパク質画分〔乳塩基性タンパク質（MBP）〕が、骨形成を促進し、骨吸収
を抑制することを in vivo および in vitro の試験で報告してきた 18～21）。MBP
を摂取させると、骨粗鬆症モデルの一つである卵巣を摘出したラットの骨密度
と骨強度を増強させた 22,23）。また、ヒトにおいては、骨の代謝の指標(骨代謝
マーカー)であり、そのなかで骨吸収の状態を表す尿中Ⅰ型コラーゲン架橋 N−
テロペプチド（NTx）や尿中デオキシピリジノリン（DPD）を有意に改善し、骨
密度を増加させた。この現象は、大学生以上の健康な女性や閉経期の健康な女
性、および老年期の健康な女性において確認された 24～29）。しかし、乳に含まれ
る約 140 種類ものタンパク質の総称である MBP の内、どのタンパク質がこれら
作用の活性の本体であるか分かっていない。 
近年、MBP に含まれる成分のうち、鉄結合性の糖タンパク質であるラクトフ
ェリンに MBP と同様の作用があることが、他のグループから報告された。ラク
トフェリンは、骨芽細胞を増殖させること、破骨細胞の分化誘導と骨吸収活性
を阻害することが報告されている 36,43）。 
 そこで、本研究は MBP の作用成分の本体がラクトフェリンであるかどうかを
見極めるため牛乳から塩基性タンパク質画分と精製方法の異なるラクトフェリ
ンを調製し、それらの骨代謝に与える影響について比較検討した。 
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１－２．実験材料及び方法 
１－２－１．MBP とラクトフェリンの調製 
新鮮な牛乳を遠心分離で脱脂したあと、スルホン化キトパール（フジ紡績）
を充填した陽イオン（カチオン）交換カラムクロマトグラフィーに供した。MBP
は、1 M 塩化ナトリウム溶液で溶出した。ラクトフェリンは、0.4 M 塩化ナト
リウムでカラムを洗浄した後、1 M 塩化ナトリウム溶液で溶出した。カチオン
交換クロマトグラフィーにより調製したラクトフェリンを LF-C とした。川上ら
44)の方法に従って、抗ラクトフェリンモノクローナル抗体を負荷したアフィニ
ティカラムにこのラクトフェリンを供して、より純度の高いラクトフェリンを
得た。アフィニティカラムクロマトグラフィーにより調製したラクトフェリン
を LF-A とした。 
 
１－２－２．SDS-PAGE 電気泳動 
MBPとラクトフェリン(LF-C及び LF-A)は、還元処理した後、16％ゲル SDS-PAGE
ゲルに供した。ゲルは、CBBR-250 染色を施した。分子量マーカーには、TEFCO
社製タンパク質質量マーカーⅡを用いた。 
 
１－２－３．マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 による細胞増殖アッセイ  
マウス頭頂骨より株化された、マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 は、明海大学歯学
部久米川正好教授より提供して頂いた。10％ウシ胎児血清（FBS, Thermo Trace
社製）含有α-MEM 培地（GIBCO 社製）中に 2×104 cells/ mL に調製した細胞浮
遊液を、96 well 培養プレートに 100 μL ずつ播種した。5％ CO2 濃度の 37℃
インキュベーターで 1 日間培養後 、培地を無血清α-MEM 培地に交換した。各
試験サンプル 5 μL を添加して、さらに 18 時間同条件で、培養した。培養終了
2 時間前に、ブロモ 2－デオキシウリジン（BrdU）溶液を添加して(最終濃度 10
μM)、培養し、DNA 複製している細胞の核内に BrdU を取り込ませた。細胞核内
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に取り込まれた BrdU の検出には、HRP 標識抗 BrdU 抗体（GE Healthcare 社製）
を用い、HRP 発色試薬を添加し、450 nm の吸光度を、マイクロプレートリーダ
ー（THERMO max、和光純薬社製）を用いて測定した。 
 
１－２－４．ウエスタンブロット解析 
10％FBS 含有α-MEM 培地（GIBCO 社製）中に 3×104 cells/mL に調製した細
胞浮遊液を、6 well 培養プレートに 3 mL ずつ播種し、5％ CO2 濃度の 37℃イ
ンキュベーターで 1 日間培養した。培地を無血清α-MEM 培地に交換し、さらに
1日間培養した。細胞に MBP またはラクトフェリンを添加し（最終濃度 1 mg/mL）、
20 分間培養した。細胞を PBS で洗浄後、細胞溶解液〔20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 
150 mM NaCl, 1.0％ NP-40, 0.5％ sodium deoxycholate, 0.1％ SDS, 及び EDTA
フリープロテアーゼ阻害カクテル（ロシュ社製）〕を添加した。細胞溶解液中の
タンパク質濃度はローリー法に準じた DC-プロテインアッセイ（バイオラッド
社製）を用いて定量した。等量のタンパク質を SDS-PAGE に供した後、PVDF 膜
に転写した。検出抗体に抗 ERK1/2 抗体及び抗リン酸化 ERK1/2 抗体（プロメガ
社製）を用いた。二次抗体に ALP 標識抗ウサギ IgG 抗体（プロメガ社製）を用
い、検出は、Western blue stabilized substrate for alkaline phosphatase
（プロメガ社製）を用いた。 
 
１－２－５．コラーゲン産生定量 
ヒト骨肉腫由来骨芽細胞様細胞 MG-63 は、理研細胞バンクから購入した。10％ 
FBS 含有 DMEM 培地（GIBCO 社製）中に 2×104 cells/mL に調製した細胞浮遊液
を、96 well 培養プレートに 100μL ずつ播種した。5％ CO2 濃度の 37℃インキ
ュベーターで 4 日間培養後 、培地を 1％FBS 含有 DMEM 培地に交換した。細胞に
MBP またはラクトフェリンを添加し（最終濃度 100 μg/mL）、さらに 4 日間培養
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した。培養上清中に産生されるプロコラーゲン 1 型 C 末端ペプチド（PIP）を
PIP 酵素免疫測定キット（タカラバイオ社製）を用いて測定した。 
 
１－２－６．RNA 抽出と RT-PCR 
I 型コラーゲンの遺伝子発現を解析するため、RT-PCR 法を用いて解析を行っ
た。ハウスキーピング遺伝子には、GAPDH を用いた。各遺伝子のプライマーに
は、以下を用いた。 
type I collagen:5’-TGA CGA GAC CAA GAA CTG-3’ (forward)、 5’-CAC TCC 
GGC CCA CAA ATC-3’ (reverse); GAPDH: 5’-CCA TGG AGA AGG CTG GGG-3’ 
(forward)、5’-CTG GTA GGC GAT GTC CTT A-3’ (reverse)45)。 
実験１－２－５の条件で処理したヒト骨芽細胞様細胞 MG-63 から総 RNA を抽
出した。抽出には、RNeasy Mini Kit（キアゲン社製）を用いた。cDNA の合成
には、SuperScript 3 First-Strand Synthesis SuperMix（インビトロジェン社
製）を用いた。PCR の条件は cDNA 産物 2 μL、10  mM プライマー溶液各 0.5 μL
ずつ、DEPC 処理水 22 μL と Ex Taq バージョンプレミックス（タカラバイオ社
製）25 μL を混合した。初期加熱を 94℃ で 2 分間行った後、1 サイクル 94℃ 
30 秒、 60℃ 30 秒、72℃ 1 分間で GAPDH は、25 サイクル、I 型コラーゲンは、
35 サイクル行い、最終の伸張反応は、72℃ で 5 分間行った。PCR は、パーキ
ンエルマー社製 DNA thermal cycler を用いた。PCR 産物は、2％ゲルで電気泳
動し、臭化エチジウムで染色後、UV 照射して、PCR 産物を検出した。 
 
１－２－７．破骨細胞分化誘導実験 
可溶性リコンビナントRANKLは、Meiyantoら46)の方法に従って、Glutathione 
S-transferase （GST）結合状態で大腸菌より産生し、精製した。精製後、
Detoxi-GelTM Endotoxin Removing Gel（ピアス社製）を用いて大腸菌由来のLPS
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を除去した。マウス単球マクロファージ細胞株RAW264は、理研細胞バンクより
購入した。10％FBS及び１％非必須アミノ酸混合溶液含有E-MEM培地（GIBCO社製）
中に2×104 cells/mLに調製した細胞浮遊液を、96 well 培養プレートに100 μ
Lずつ播種した。5％ CO2濃度の37℃インキュベーターで1日間培養後 、500 
ng/mL RANKLを含有した上記の培地に交換した。さらに4日間培養後、Meiyanto
ら46)の方法に従って細胞を酒石酸耐性酸ホスファターゼ（TRAP）染色した。TRAP
陽性の３核以上の多核細胞を破骨細胞として、破骨細胞数を定量した。 
 
１－２－８．破骨細胞によるピットアッセイ 
Takada ら 47)の方法に従い、5 から 7 日齢雄性ウサギ（体重 100 g）の脛骨と
大腿骨から、破骨細胞を含む全骨細胞を調製した。骨から軟組織を除去した後、
5％FBS 含有α-MEM 培地中で骨を解剖鋏で細分化し、全骨細胞を含む細胞浮遊液
を回収した。これを 3 回行い、全量が 35 mL になるように調製した。この全骨
細胞を含む調製液を試験管攪拌機で 30 秒間攪拌した後、2 分間静置して上清 30 
mL を回収した。 
象牙をダイアモンドカッターで 150 μm の厚さに切り出し、二穴パンチを用
いて、直径 6 mm の象牙片を調製した。象牙片は、75％エタノールで殺菌し、乾
燥後本アッセイに供した。 
象牙片上に、細胞浮遊液 100 μL を播種し、5％ CO2 濃度の 37℃インキュベ
ーターで 2 時間培養した。培地を新鮮な培地 180 μL に交換し、MBP 又はラク
トフェリンを含むテストサンプル 20 μL を添加した。培養 2 日後に、象牙片上
の細胞を取り除き、象牙片をヘマトキシリン染色した。破骨細胞が象牙片を骨
吸収した際にできるピット（吸収窩）をデジタルカメラで撮影した。イメージ
J 解析ソフト (http://rsb.info.nih.gov/ij) を用いて、ピット面積を求めた。 
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１－２－９．動物実験 
 7 週齢雌性 SD ラット（日本 SLC）を市販餌（CE-2：オリエンタル酵母社製）
で、51 週齢になるまで維持飼育した。21 匹のラットに卵巣摘出（OVX）を施し、
手術の影響から回復させるため、0.3％のカルシウムを含有する AIN-76 準拠餌
を４週間給餌した。回復後、ラットを３群（n=7）に振り分け、0.1％ MBP また
は 0.1％ LF-C を含む 0.3％カルシウム含有 AIN-76 準拠餌を給餌する群を試験
群とした。対照群として、0.3％カルシウム含有 AIN-76 準拠餌を給餌した。0.1％ 
MBP または 0.1％LF-C を含む餌は、AIN-76 準拠餌に含まれるカゼインを 0.1％
分置換して調製した。給餌は 17 週間実施した。本実験は、NIH Guide for the Care 
and Use of Laboratory Animals 48)に従って実施した。 
 
１－２－１０．骨強度測定 
17 週間の投与後、ラットから大腿骨を摘出した。大腿骨の破断応力と破断エ
ネルギーは、3 点折り曲げレオメーター（アイテクノ社製）で測定した。測定
条件は、サンプル間：1 cm 折り曲げ機のスピード：20 mm/min 測定レンジ：
40 kg で実施した。 
 
１－２－１１．統計解析 
 測定結果は、平均値±標準誤差で併記した。統計解析は、一元配置分散分析
を実施し、グループ間の有意差はフィッシャーの PLSD 法によって解析した。 す
べての統計解析は、StatView （SAS 研究所製）によって実行した。P 値が 0.05
未満の値は、統計的に有意であると判断した。 
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１－３．結果 
１－３－１．調製された MBP とラクトフェリンの性状 
凍結乾燥した MBP は、褐色を示していたが、陽イオン交換樹脂によって精製
されたラクトフェリン（LF-C）は、ピンク色であった。図 1-1 に示すように、
還元条件での SDS-PAGE では、MBP も LF-C も 15 kDa のタンパク質を含むマイナ
ーなタンパク質のバンドが検出された。それに対して、アフィニティ精製され
たラクトフェリン（LF-A）は、マイナーなバンドはほとんど検出されなかった。
なお、MBP、LF-C、および LF-A に含まれるラクトフェリンの含量はそれぞれ 63％、
92％、及び 98％であった。また、ラクトフェリンが鉄結合タンパク質であるこ
とから、精製されたラクトフェリンが変性しているかどうかを評価するため、
LF-C と LF-A の鉄結合能を Woodworth49)の方法で評価した。その結果、両者の
鉄結合能は同等であった。 
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Fig. 1-1. SDS-PAGE of MBP and purified LF. The protein bands were visualized 
with Coomassie brilliant blue. Lane 1: molecular mass marker (M); lane 2: 
MBP; lane 3: LF purified by cation-exchange column chromatography (LF-C); 
lane 4: LF purified by affinity column chromatography (LF-A). The LF purity 
of MBP, LF-C, and LF-Awas 63%, 92%, and98%, respectively. 
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１－３－２．マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 の細胞増殖に対する MBP とラクトフェ
リンの効果 
 MBP もラクトフェリンも骨芽細胞の増殖を促進することが知られている
(Cornish ら 31)、 Takada ら 18))。そこで、マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 を使用
して、骨芽細胞増殖活性の比較を行った。BrdU の細胞核内への取り込みを増殖
活性の指標として、それぞれの効果を図 1-2A に示した。その結果、MBP と LF-C
は、BrdU 取り込みを促進したが、LF-A には増殖を促進する活性は認められなか
った。 
 次に、ERK の活性化を評価した。様々な細胞外シグナルによって惹起された
増殖シグナルによって、ERK は活性化される 50)。MBP とラクトフェリンによる
マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 の ERK の活性化を図 1-2B に示した。活性化 ERK で
あるリン酸化 ERK の量は、LF-C よりも MBP のほうが多かった。また、LF-A では、
ERK はほとんど活性化されなかった。 
これらの結果から、MBP はラクトフェリンよりも強く ERK を介してマウス骨
芽細胞株 MC3T3-E1 の増殖を刺激することが示された。 
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Fig. 1-2. Effects of MBP and LF on the proliferation of MC3T3-E1 cells. 
(A) MC3T3-E1 cells were treated with 50 μg/mL of MBP, LF-C, or LF-A. The 
incorporation of bromo-2’-deoxyuridine into DNA was measured during the 
last 2 hours of the 24 hour incubation period. Values are means ± standard 
error (n = 5). Values compared each other are designated with the respective 
superscript letters (a, b and c), and are significantly different at P < 
0.05 (Fischer's protected least significant difference test). (B) MC3T3-E1 
cells were treated with 1 mg/mL MBP or LF for 20 minutes and phosphorylated 
(top panel) or total (bottom panel) ERK in the lysate were immunoblotted. 
Control MBP LF-C LF-A 
ERK1/2 
p-ERK1/2  
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１－３－３．ヒト骨肉腫由来骨芽細胞様細胞 MG-63 の細胞分化に対する MBP と
ラクトフェリンの効果 
 次に骨芽細胞の分化マーカーである I 型コラーゲン（PIP）を指標として 51)、
骨芽細胞分化に及ぼす MBP とラクトフェリンの効果を評価した。図 1-3A にヒト
骨肉腫由来骨芽細胞様細胞 MG-63 における PIP 産生に及ぼす MBP とラクトフェ
リンの効果を示した。MBP は MG-63 の PIP の産生量を促進した。それに対して、
LF-C を添加すると MBP よりも PIP 産生量は低く、LF-A ではほとんど検出されな
かった。また I 型コラーゲンの mRNA レベルは PIP 産生量と一致して変化するこ
とが明らかになり、PIP のタンパク質発現は、mRNA レベルで調節されているこ
とが示唆された (図 1-3B)。以上の結果から、ヒト骨芽細胞株 MG63 の分化は、
ラクトフェリンではなく MBP に含まれる他の物質によることが示唆された。 
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Fig. 1-3. Effects of MBP and LF on the differentiation of human MG63 cells. 
(A) MG63 cells were cultured for 1 day in the presence of 100 μg/mL MBP 
or 100 μg/mL LF. The production of procollagen type IC-peptide (PIP), a 
marker of collagen synthesis as a bone matrix, was measured. Values are 
means ± standard error (n = 3). Values with different superscript letters 
are significantly different at P < 0.05. (B) Type I collagen mRNA expression 
in MG63 cells. MG63 cells were cultured for 4 days in the presence of MBP 
or LF. Type I collagen mRNA expression was determined by RT-PCR.
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１－３－４．マウス単球マクロファージ細胞株 RAW264 の破骨細胞分化に及ぼす
MBP とラクトフェリンの効果 
 破骨細胞は骨芽細胞と共に骨の質と量を調節する機能を持った細胞である。
図 1-4A に示すように、破骨細胞分化誘導因子(RANKL)によるマウス単球マクロ
ファージ細胞株 RAW264 の破骨細胞分化誘導試験法を使用して、破骨細胞分化に
及ぼす MBP とラクトフェリンの影響を検討した。その結果、MBP やラクトフェ
リンを添加しないコントロールでは TRAP 陽性の多核細胞が多数検出された。そ
れに対して、100 μg/mL MBP または 100 μg/mL ラクトフェリンのときは、TRAP
陽性の多核細胞の形成を抑制した。そこで、MBP またはラクトフェリンの存在
下で、形成された TRAP 陽性多核細胞である破骨細胞の数を測定した。その結果、
MBP は、ラクトフェリンよりも形成された破骨細胞の数を有意に低下させた。
以上の結果から、MBP に含まれる破骨細胞の分化抑制因子としては、ラクトフ
ェリン自身とそれ以外の因子が含まれていることが示唆された。 
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Fig. 1-4. Effects of MBP and LF on osteoclastogenesis of RAW264 cells. 
(A) RAW264 cells were incubated with RANKL in the presence of 100 μg/mL 
MBP or 100 μg/mL LF. Osteoclast differentiation was determined by TRAP 
staining. TRAP-positive giant multinucleated cells are considered to be 
osteoclasts (indicated by asterisks). (B) Osteoclasts formed on a plastic 
plate were counted after treatment with MBP or LF. Values are means ± 
standard error (n = 4). Values with different superscript letters are 
significantly different at P < 0.05. 
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１－３－５．全骨細胞に含まれる破骨細胞の骨吸収に及ぼす MBP とラクトフェ
リンの影響 
 Lorget ら 43)と鳥羽ら 22)によって、MBP とラクトフェリンは共に破骨細胞の骨
吸収を阻害することが報告されている。図 1-5A に示すように、通常状態では、
破骨細胞が象牙片上で骨吸収をしながら移動していることが確認できる。それ
に対して、MBP 存在下では、破骨細胞は存在するものの、ほとんどの破骨細胞
の移動が阻害されていることが観察された。次に MBP あるいはラクトフェリン
存在下で、破骨細胞によって形成される骨吸収咼（ピット）の面積を求めた（図
1-5B）。MBP は、破骨細胞により形成されるピットの面積を有意に減少させた。
それに対して、LF-A には、ほとんど効果がなかった。また、LF-C は、僅かに骨
吸収を阻害した。以上の結果から、MBP に含まれるラクトフェリン以外の物質
が破骨細胞による骨吸収を阻害していることが示唆された。 
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Fig. 1-5. Effects of MBP and LF on the bone resorbing activity of 
unfractionated bone cells. Unfractionated bone cells were prepared from 
rabbits and cultured on dentine slices. (A) Photographs of dentine slices 
on which osteoclasts were incubated in the absence (Control) or presence 
of MBP (100 μg/mL). The slices were stained with acid hematoxylin to 
observe the pits formed on the dentine slices (indicated by asterisks) by 
the osteoclasts. Arrow heads indicate osteoclasts. (B) Pit area formed on 
dentine slices were measured by image analysis software. Values are means 
± standard error (n = 5). Values with different superscript letters are 
significantly different at P < 0.05. 
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１－３－６．卵巣摘出（OVX）ラットに及ぼす MBP とラクトフェリンの効果 
 0.1％の MBPまたは 0.1％の LF-Cを配合した餌を給餌した OVXラットの大腿
骨骨破断強度と骨破断エネルギーについて図 1-6 に示した。両パラメーターと
も、OVX により低下するが、MBP を摂食した時には、これらの低下は有意に抑制
された。それに対して、LF-C 投与群では、有意な差は検出されなかった。これ
らの結果から、MBP の骨強度低下抑制作用はラクトフェリン以外の物質に基づ
くことが示唆された。 
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Fig. 1-6. Effects of MBP and LF on femoral breaking strength (A) and 
breaking energy (B) of OVX rats fed a control diet, or diets containing 
0.1% MBP or 0.1% LF. Breaking strength and breaking energy were measured 
using a three-point bending rheolometer. Values are means ± standard error 
(n = 7). Values with different superscript letters are significantly 
different at P < 0.05. 
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１-４．考察 
牛乳から陽イオン交換クロマトグラフィーによって抽出される MBP の主要成
分は、ラクトフェリンである。しかし、これ以外にも多くの成分がこの MBP に
は含まれている 52)。ラクトフェリンは、鉄結合性の糖タンパク質でトランスフ
ェリンファミリーに属し、様々な生理活性を持つことが報告されている。鉄吸
収に関わるだけでなく、抗菌活性、免疫賦活作用、抗炎症作用、細胞増殖制御
能、抗酸化活性等、多岐にわたる 31～34）。近年、Cornish らによって、低比重リ
ポ タ ン パ ク 質 受 容 体 関 連 タ ン パ ク 質 1 〔 Low-density lipoprotein 
receptor-related protein 1(LRP1) 〕を介して、骨芽細胞の増殖分化促進作用
と抗アポトーシス作用がラクトフェリンにあることが実証された。また、Lorget
らによって、破骨細胞の骨吸収抑制作用が報告された 36,50)。しかし、今回我々
の研究では、精製度の高い LF-A では、ほとんど活性は認められない場合が多か
った（図 1－2,3,5）。LF-C と LF-A の鉄結合能は、同等であったことから、LF-A
が変性したために失活したのではないと考えられた。また、今回の検討で、LF-A
に活性が認められた破骨細胞の分化誘導を阻害する活性においても(図 1－4)、
MBP のほうが効果の強いことが確認された。以上の結果から、MBP に含まれる作
用成分の本体は、ラクトフェリンだけでなく、他のマイナー成分が重要である
ことが示唆された。 
 実際、MBP に含まれるいくつかのマイナーな成分が骨代謝に影響を与えるこ
とが示されている。例えば、MBP にも含まれる IGF-1 や FGF、TGFβは、骨芽細
胞の増殖を促進することが知られている。とりわけ、IGF-1 と TGFβは、骨芽細
胞によるコラーゲン産生を促進する 53,54)。また、我々の研究室では、マウス骨
芽細胞株である MC3T3－E1 の細胞増殖活性を指標として、乳から high mobility 
group (HMG)様タンパク質 55)と高分子キニノーゲンのフラグメント 1/2 56,57)を
活性成分として同定した。以上を考え合わせると、MBP に含まれるラクトフェ
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リン以外の成分が、骨芽細胞と破骨細胞を制御して、骨代謝に影響を与えてい
る可能性が極めて大きい。 
 骨の形成と維持は、骨を作る骨芽細胞と骨を壊す(吸収する)破骨細胞の二種
類の機能細胞によって行われている。卵巣の摘出や閉経によって女性ホルモン
であるエストロゲンが枯渇すると、破骨細胞を活性化させて骨を消失させ、骨
折リスクを増大する。本研究において、ラクトフェリンは、in vitro で破骨細
胞の分化のみ抑制した。それに対して、MBP は、破骨細胞の形成だけでなく、
活性も阻害し、さらに骨芽細胞の増殖と機能を促進した。恐らく、この違いが、
動物試験での結果の違いに出たのではないかと考えられた。実際、MBP に含ま
れる様々なタンパク質が、骨代謝に対して様々な方面から作用を及ぼすため、
ラットの卵巣摘出モデルにおいて、骨強化作用をもたらしたのではないかと考
えられた。 
 しかしながら、我々の結果は、他の報告と異なる結果となった。Blais ら 58)
は、ラクトフェリンが、卵巣摘出マウスの骨代謝を改善することを報告してい
る。また、Guo ら 59)も卵巣摘出ラットにおいて、同様の結果を報告している。
これらの結果と我々の結果の違いは、実験に供したラクトフェリンの純度によ
るものではないかと考えられた。なぜなら、Tanigawa ら 60)は、市販のラクト
フェリンには、7 種類のポリペプチドが含まれていることを示しており、我々
も本研究の細胞実験で市販のラクトフェリンの作用を評価した結果、MBP より
は弱いが、細胞活性が認められた。(data not shown)。また、乳由来リボヌク
レアーゼが含まれるラクトフェリンに閉経後女性の骨代謝マーカーを改善する
ことが報告されており 61,62)、我々の結果と合わせて考えると、彼らの結果は、
ラクトフェリンだけでなく、他の成分の作用も含めて効果が出たものと考えら
れた。 
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第２章 MBP に含まれる破骨細胞分化抑制因子とその作用メカニズムの検討  
２－１．序論 
 乳の塩基性たんぱく質画分である MBP は、骨芽細胞の増殖と分化を促進し、
破骨細胞の分化と骨吸収を抑制して、骨強度を増加させることを示した。これ
までの検討で、骨芽細胞については、多数の因子がこれに関わっていることが
分かってきているが、破骨細胞に関しては、まだ不明な点が多い。また、MBP
の経口摂取によるヒト試験の結果からは、骨吸収マーカーの改善がみられるこ
とから、MBP の骨吸収に対する効果を調べることは重要である。 
第１章において記載したように、MBP は、ラクトフェリンと同様に破骨細胞
の分化を抑制し、その効果は、ラクトフェリンよりも強いことが確認された。
このことより、MBP には、ラクトフェリン以外にも、破骨細胞の分化誘導を抑
制する因子が存在する可能性が示唆された。 
そこで、本研究では、破骨細胞の分化を指標に、MBP に含まれる新規の破骨
細胞分化抑制因子の分離同定を実施した。また、同定した新規の破骨細胞分化
抑制因子が、どのような機構によって、破骨細胞の分化誘導を抑制するのか、
細胞内シグナル伝達の面から検討を実施した。 
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２－２．実験材料及び方法  
２－２－１．MBP の調製 
新鮮な牛乳を遠心分離で脱脂したあと、スルホン化キトパール（フジ紡績）
を充填した陽イオン交換クロマトグラフィーに供した。1 M 塩化ナトリウム溶
液で溶出したあと、脱塩し、凍結乾燥して、MBP として用いた。  
 
２－２－２．破骨細胞分化誘導実験  
可溶性リコンビナント RANKL の調製は、実験１－２－７と同様に行った。GST
タンパク質は、RANKL の調製方法と同様に行った。RAW264 細胞による、破骨細
胞分化誘導は、実験１－２－７と同様に行った。M-CSF を発現する細胞の培養
上清は、Yogo63)らの方法に従って、 pCAhMCSF をトランスフェクションした
NIH3T3 細胞の培養上清を用いた（M-CSF 培養上清）。  
マウス骨髄細胞による破骨細胞分化誘導は以下の手順で行った 64)。即ち、6
から 9 週齢の雄性 C57BL/6 マウスの大腿骨及び脛骨から骨髄細胞をα—MEM 培地
でフラッシュアウトした。骨髄に含まれる赤血球は、塩化アンモニウム溶液で
溶血して、取り除いた。骨髄細胞を洗浄後、10％FBS 含有α—MEM 培地中に細胞
を 10 cm シャーレに播種し、5％ CO2 濃度の 37℃インキュベーターで 12 から 16
時間培養した。培養後、シャーレに付着していない細胞を回収し、培地を 10％
FBS 及び 3％M-CSF 培養上清を含むα—MEM 培地中で、3 日間培養し、骨髄由来マ
クロファージ（BMM）を得た。BMM を 1 から 2×104 cells/cm2 の細胞密度で播
種し、500 ng/mL RANKL 又は 250 ng/mL GST と 30 ng/mL ヒト M-CSF（協和発酵
キリン社製）含み、且つ 10％FBS 含有のα—MEM 培地で、4、5 日間培養した。再
刺激のため、途中 3 日目に、同様の培地に交換した。試験サンプルは、培地内
に添加して、他は同条件で培養した。培養後、細胞を固定して、TRAP 染色で、
破骨細胞の形成数を測定した。  
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２－２－３．カラムクロマトグラフィーによる破骨細胞分化抑制因子の精製 
MBP 2.5 gを10 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）に溶解し、同緩衝液
で平衡化した陽イオン交換樹脂 SP-Sepharose Fast Flow （GEヘルスケア
社製）カラム(25 mm×155 mm)に供した。未吸着のタンパク質を、同緩衝液で洗
浄した後、樹脂に吸着したタンパク質を塩化ナトリウムを含む10 mM リン酸ナ
トリウム緩衝液（pH 7.0）で、溶出した。溶出条件は、流速を5 mL/minで行い、
125分間までを、塩化ナトリウム濃度が0から0.6 Mまでの直線的グラジェント溶
出を行い、125分から200分までを0.6から1.5 Mまでの直線的グラジェントで溶
出した。破骨細胞の分化抑制成分を上述のBMMを使用した破骨細胞分化誘導試験
に供して、分化抑制画分を回収した。 
陽イオン交換カラムクロマトグラムの分化抑制画分をAmicon Ultra 
15-Ultracel 5k (ミリポア社製)を用いて濃縮し、ゲルろ過クロマトグラフィー
であるHiLoad 16/60 Superdex 75 pg カラム (16 mm × 600 mm) （GEヘルスケ
ア社製）に供した。同カラムは、150 mM 塩化ナトリウム含有10 mM リン酸ナト
リウム緩衝液（pH 7.0）で平衡化し、流速は0.2 mL/minで実施した。 
ゲルろ過クロマトグラムの分化抑制画分を逆相クロマトグラフィーである
YMC-Pack Protein-RP カラム (4.6 mm×250 mm) （YMC社製）に供した。同カ
ラムは、10％アセトニトリル0.1％トリフルオロ酢酸溶液（溶液A）で平衡化し
た。流速は、1.0 mL/minで実施した。吸着したタンパク質は、90％アセトニト
リル0.1％トリフルオロ酢酸溶液（溶液B）を用いて、次の条件で溶出した。即
ち、0 から 4 分, 0％(vol/vol) 溶液B、 4 から 5 分, 0から25％ (vol/vol) 
溶液B、5 から 40 分, 25 から 60％ (vol/vol) 溶液B、40 から 45 分, 60 か
ら 90％ (vol/vol) 溶液B、 45 から 50 分, 90％ (vol/vol) 溶液Bで実施した。 
各クロマトグラムは、吸光度280 nmで溶出状況を計測した。 
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２－２－４．細胞生活性試験 
BMM 1×104個を96 wellプレートに播種した。一昼夜の培養後、ラクトパーオ
キシダーゼ(10 ng から 1 mg/mL)を含む培地に交換し、2日間培養した。細胞を
PBSで洗浄後、PBSで1/11に希釈したWST-8（Dojindo社製）溶液を添加して、生
細胞数を求めた。 
 
２－２－５．免疫沈降とウェスタンブロット 
細胞は、放射性免疫沈降法アッセイ（RIPA）(10 mM Tris-HCl、 1％ Nonidet 
P40、0.1％ deoxycholic acid、0.1％ SDS、150 mM NaClおよび1 mM EDTA)緩衝
液にプロテアーゼ阻害剤として2 mM フェニルメチルスルフォニル フルオラ
イド（PMSF）と100 kIU/mL アプロチニンを添加し、フォスファターゼ阻害剤と
して2 mM Na3VO4、20 mM NaFを添加した溶液で溶解した。免疫沈降とその後の
ウェスタンブロットは、Yogoら63)の方法に従って、protein A-Sepharoseゲル（GE
ヘルスケア社製）を用いて行った。ウェスタンブロットにおける目的タンパク
質の検出には、Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (ミリポ
ア社製)を用いた。 
各タンパク質を検出する一次抗体には以下を用いた。RANK (sc-9072), NFAT2 
(sc-7294), c-Fos (sc-52), TRAF6 (sc-7221),及び IκB (sc-371)はサンタク
ルズ社製を用いた。リン酸化ERK1/2とリン酸化JNKは、プロメガ社から購入した。
リン酸化p38, β-actin (AC-74),およびウシlactoperoxidase (LS-C59322) は
それぞれ、セルシグナリング社、シグマアルドリッチ社、およびライフスパン
バイオサイエンス社製を用いた。 
HRP標識の抗ウサギ、抗マウス及び抗ヒツジ抗IgG抗体は、Jackson 
ImmunoResearch Laboratories社製を用いた。  
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２－２－６．レトロウィルストランスフェクション  
FLAGタグがRANKのC末端に付加されるように、レトロウィルスを発現するpCX 
4bsrベクターにマウスRANKをクローニングした。これをpCX4-mRANK-FLAG- 
ires-bsrとした。また、HisタグがUbCのN末端に付加されるようにpCX4puroベク
ターにヒトUbCをクローニングした。これをpCX4-8x[His6-hUbC]-ires-puro (こ
のベクターは、ロチェスター大学Dirk Bohmann博士より供与を受けた65))。 
レトロウィルスの調製は、Plat-E細胞(東京大学Toshio Kitamura博士より寄
贈66)) 2×106 個を6 cm 培養プレートに播種し、上記のベクターをリン酸カル
シウム法によりトランスフェクションして実施した。一晩培養後、10％FBS含有
α-MEM培地に交換し、1日毎に3日間培養上清を回収して、0.45 μm フィルター
でろ過後、上清をウイルスストックとして利用した。 
BMMへの感染は、10％FBS及び3％M-CSF培養上清を含むα-MEM培地中で培養し
た骨髄細胞に、ボリブレン溶液(サンタクルズ社製)とウイルスストックを添加
して実施した。１晩培養後、10％FBS含有α-MEM培地にblastcidin S (4 μg/mL) 
または puromycin (5 μg/mL) を添加して、2日間培養し、生存した細胞を感染
した細胞として実験に供した。 
 
２－２－７．細胞内活性酸素種（ROS）の測定 
細胞内活性酸素種（ROS）の測定は、Leeら67)の方法を改変して実施した。無
血清培地で培養したBMMをラクトパーオキシダーゼの存在下で30分間前培養し
た後、RANKLを添加して10分間刺激した。フェノールレッドフリーのα-MEMで２
回細胞を洗浄後、5 μM CM-H2DCFDA [5-(and-6)- chloromethyl- 2’,7’
-dichlorodihydrofluorescein diacetate;Invitrogen]を含有したハンクス緩
衝液に遮光下で5分間反応させた。トリプシン溶液に37℃で3分間反応させて、
細胞を回収した。細胞内の活性酸素種により生成されたDichlorofluorescein
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の蛍光強度をFACScan（BDバイオサイエンス社製）で測定した。 
 
２－２－８．ユビキチン化Tumor necrosis factor-associated factor 6 (TRAF
６)の検出 
BMMにHisタグが付加したヒトユビキチンをレトロウイルスにより感染させ、
２－２－６の方法により細胞を選別した。ユビキチン化されたTRAF6は、Ni＋キ
レートカラムによりプルダウン法により抽出した。細胞溶解液の一部は、プル
ダウンアッセイの前に、全細胞抽出液として保存した。ユビキチン化TRAF6は、
抗TRAF6抗体によりウエスタンブロット法にて検出した。  
 
２－２－９．RNA 抽出と RT-PCR 
RNA の抽出と cDNA の合成は、実験１－２－６と同様に行った。マウス RANK、
マウス c−fms の遺伝子発現を解析するため、RT-PCR 法を用いて解析を行った。
ハウスキーピング遺伝子には、GAPDH を用いた。各遺伝子のプライマーには、
以下を用いた。rank: 5’-GCC CAG TCT CAT CGT TCTGC-3’ (forward)、 5’-TAG 
CTG TCA GCG CTT TCC CT-3’ (reverse); c-fms: 5’-CCG GCC CAC TCT TGG AAT 
TT-3’ (forward)、5’-AGA CCG TTT TGC GTA AGA CCT-3’ (reverse); 
gapdh:5’-CAT GTT CCA GTA TGA CTC CAC TC-3’ (forward)、5’-GGC CTC ACC 
CCA TTT GAT GT-3’ (reverse)。 
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２－３．結果 
２－３－１．MBP の破骨細胞分化抑制活性 
分化誘導させるためにマクロファージコロニー刺激因子（M-CSF）と可溶性
NF-κB 活性化受容体リガンド（RANKL）の存在下で培養した。上記の条件に、
MBP 存在下で培養した結果、TRAP 陽性の多核細胞を破骨細胞の指標とした結果、
0.1 から 1 μg/mL の範囲の MBP 濃度で、RANKL によって誘発される破骨細胞へ
の分化を抑制した（図 2-1）。この結果は、株化細胞である RAW264 細胞のとき
と、同様の結果であった（図 1-5B）。 
 
 
Fig. 2-1. Milk basic protein (MBP) inhibits osteoclastogenesis. 
Dose-dependent inhibition of osteoclast formation by MBP. Bone marrow 
cells were prepared and induced to differentiate in the absence (upper) 
or presence of RANKL (lower) as described in Materials and Methods; MBP 
was added at the indicated concentrations, and tartrate-resistant acid 
phosphatase-positive multinucleated cells were visualized. Bar = 100 μm 
(upper), 200 μm (lower).  
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２－３－２．破骨細胞分化抑制因子としてのLPOの同定 
MBPに含まれる破骨細胞分化抑制因子を同定するため、SP-Sepharose樹脂を用
いて、陽イオン交換カラムクロマトグラフィーを実施した。各画分は、TRAP陽
性多核細胞形成の阻止率により、活性画分を回収した。最も阻害活性の高い画
分を、ゲルろ過クロマトグラフィー、次に逆相クロマトグラフィーを実施して、
SDS-PAGEでシングルバンドのたんぱく質を精製した（図2-2A）。図2-2Bに示す
ように、このバンドの分子量からLPOであることが推定され、実際に、この精製
たんぱく質は、ウェスタンブロット法により、抗LPO抗体と反応を示した。 
分子量が70ｋDaのウシLPOは、612残基のアミノ酸から成り、ヘム鉄をその分
子内に持つ68,69) 。精製したLPOは酵素活性を持っており、LPO溶液を80℃で10
分間インキュベートすると酵素活性は、失活した（図2-2C）。 
精製したLPOが破骨細胞の分化誘導を阻害する活性を持つかどうか確認する
ため、精製LPOを破骨細胞の分化誘導試験に供した。LPOを細胞に供すると、LPO
は、濃度依存的に破骨細胞の成熟化を阻害した。しかし、細胞の生活性には、
影響を与えなかった(図2-3A、 2-3B)。 
 興味深いことに、80℃で10分間インキュベートして失活させたLPOには、破骨
細胞の分化抑制活性は認められなかった。以上から、LPOの分化抑制活性には、
LPOのネイティブな状態の形が必要か、酵素活性のどちらかが寄与していること
が考えられた(図 2-3C)。LPOの酵素活性は、活性酸素種の生成に影響を与える
ことから、RANKL刺激した際のBMM細胞の活性酸素種の生成量を確認した。その
結果、図2-3Dに示すように、RANKL刺激によって生成される活性酸素種は、LPO
の添加によって減少していた。以上から、LPOによる分化抑制には、LPOの酵素
活性が必要であることが示唆された。 
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Figure 2-2. Reverse-phase chromatography of 
osteoclastogenesis-inhibiting protein isolated by gel-filtration 
chromatography. (A) Fractions containing osteoclastogenesis-inhibiting 
activity from gel-filtration column chromatography were loaded onto a 
reverse-phase column, and the elution profile is shown (dashed line). 
Eluted proteins were monitored by measuring absorbance at 280 nm (solid 
line), and steoclastogenesis-inhibiting activity was determined (solid 
circle). (B) SDS-PAGE profiles of the protein samples fractionated by 
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reverse-phase column chromatography and identification as lactoperoxidase 
(LPO). Fractions (37 to 43) were resolved by SDS-PAGE and compared with 
purified LPO after visualization by Coomassie Brilliant Blue (CBB) 
staining (upper panel) and Western blot (WB) analysis using anti-LPO (lower 
panel). (C) LPO activity of the purified fraction; LPO activity  of the 
indicated amount of heat-untreated or heat-treated (80°C, 10 min) 
purified fraction was measured. For measurement of LPO activity, samples 
were incubated with 0.1 M sodium citrate (pH 5.0) containing 0.65 mg/mL 
o-phenylenediamine and 0.015% H2O2 for 3 min at room temperature. The 
samples were treated with 1.0 M sulfuric acid and the optical density at 
450 nm was determined in a plate reader. 
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Fig. 2-3. Purified lactoperoxidase (LPO) inhibits osteoclastogenesis. (A) 
Dose-dependent suppression of osteoclast formation by LPO. Bone marrow 
macrophages (BMM) were prepared and induced to differentiate as described 
in Materials and Methods. Formation of tartrate-resistant acid phosphatase 
(TRAP)-positive multinucleated (MN) cells in the absence or presence of 
the indicated amount of LPO was observed. (B) Effect of LPO on cell 
viability: BMM were cultured for 48 h in the presence of the indicated 
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amount of LPO and subjected to the WST-8 assay after washing with PBS. (C) 
Heat treatment of LPO and its inhibitory activity. The indicated amounts 
of LPO were heat treated and added to the in vitro differentiation system 
used in (A). After 4 d, TRAP-positive MN cells were counted. (D) Reactive 
oxygen species production in RANKL-treated cells: starved BMM were 
incubated with or without LPO (10 to 100 μg/mL) for 30 to 60 min before 
RANKL stimulation. After 10 min of RANKL stimulation, cells were loaded 
with 5 μM CM-H2DCF-DA (fluorescent stain) and their fluorescence was 
quantified by flow cytometry. 
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２－３－３．LPOによる破骨細胞の分化抑制メカニズム 
 これまでの結果から、LPOによる破骨細胞分化抑制にLPOの酵素活性が必要で
あることが示唆されたため、そのメカニズムについて解析した。 
 血液幹細胞から分化する破骨細胞にとって、破骨細胞の分化に最も必須のシ
グナルは、RANKL/RANK経路である37,38)。RANKLの結合後、RANKには、アダプター
たんぱく質であるTRAF6が結合し、次の経路を活性化する。IκBの分解を促進し、
mitogen-activated protein (MAP) (p38, ERK, and JNK)を活性化する。これら
を通じて、破骨細胞分化に必須の転写因子であるc-fosとNFAT2（またはNFATc1）
の活性化を促す。この活性化を起こすためには、TRAF6のユビキチン化とJNKの
活性化が必要である。LPOの作用メカニズムを探索するために、破骨細胞分化に
おけるRANKL/RANK経路のシグナル分子の発現量ならびに活性化を詳細に検討し
た。 
 その結果、まず、破骨細胞のマスター転写因子であるNFAT２とc-fosの発現を
LPOは減少させることが明らかになった（図2-4A）。加えて、RANKLによって誘
導されるERK、JNK、およびp38のリン酸化とIκBαの分解が時間依存的にLPOに
よって阻害された（図2-4B）。さらに、TRAF6のユビキチン化はJNKの活性化に
先行することが知られているが、LPOの添加によって、JNKのリン酸化の減少と
連動してTRAF6ユビキチン化が抑制された（図2-4C）。 以上から、LPOは、
RANKL/RANK経路の上流の分子に影響を与えることが示唆された。 
次に、RANKの発現への影響を検討した。その結果、LPOは、抗酸化物質である
N-acetyl-l-cysteine (NAC)と同様に、RANKのたんぱく質レベルでの発現を低下
させた（図2-4D）しかし、mRNAの発現には、変化が見られなかった。LPOによる、
RANKの発現低下作用について、より詳細に検討するため、破骨細胞分化時にお
けるRANKの強制発現下での影響について解析した。レトロウィルスを使用して、
RANKの強制発現を行い、その条件下でLPOの影響を検討した。図2-4Eに示すよう
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に、レトロウィルスを使用して、RANKを強制発現させると、RANKL刺激がなくて
も、破骨細胞に分化誘導することが示された。それに対して、LPOを添加すると、
その現象は抑制された。以上を考え合わせると、LPOによる破骨細胞分化の抑制
メカニズムは、LPOがRANKとTRAF6の発現や状態を変化させることで、下流の細
胞内シグナルに影響を与えていることが示唆された。 
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Fig. 2-4. Effects of lactoperoxidase (LPO) on RANKL/RANK signaling. (A) 
Effects of LPO on c-Fos and NFAT2 activation: bone marrow macrophages (BMM) 
were cultured for 4 d in the absence or presence of the indicated amounts 
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of LPO. Cell extracts were prepared, and the expression of c-Fos and NFAT2 
was monitored by Western blotting. Anti-β-actin was used as a loading 
control. (B) Mitogen-activated protein kinase (MAPK) activity in 
LPO-treated cells: BMM were cultured in the absence (left panel) or 
presence (right panel) of LPO for the indicated periods after RANKL 
treatment. Cell lysates was prepared, and the phosphorylation (P) of ERK, 
p38, and JNK, and the expression of IκBα were monitored by Western 
blotting, using anti-pERK, anti-pp38, anti-pJNK, and anti-IκBα, 
respectively. (C) Effect of LPO on ubiquitination of TRAF6: N-terminally 
His-tagged ubiquitin was expressed in BMM. Ubiquitinated TRAF6 (UbTRAF6) 
was isolated by Ni+-NTA pull-down and monitored by immunoblot using 
anti-TRAF6. Expression of TRAF6 was monitored in the same cell extracts 
by Western blotting using anti-TRAF6 without Ni+-NTA pull-down. (D) 
Effects of N-acetyl-l-cysteine (NAC) and LPO treatment on the expression 
of RANK: BMM were cultured for 24 h in the presence of either NAC or LPO, 
and the expression of RANK was monitored by Western blotting or 
reverse-transcription PCR. (E) Overexpression of RANK: BMM were infected 
with RANK-FLAG-encoding or control (mock) retrovirus. After drug selection, 
resistant infectants were reseeded and stimulated with RANKL with or 
without LPO for 4 d. Osteoclast formation was evaluated by 
tartrate-resistant acid phosphatase staining. 
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２－４．考察 
 乳には骨の健康に寄与する物質がさまざま含まれており、その中で、MBPが骨
の代謝回転を調節する成分として同定されてきた。本章の研究では、MBPに含ま
れる破骨細胞の分化抑制因子を同定することを目的とした。数段階にわたるク
ロマトグラフィーによる精製過程を経て、ラクトパーオキシダーゼ（LPO）を破
骨細胞の分化抑制因子として同定した。LPOは、濃度が0.1 から 100 μg/mLの
濃度の範囲で、濃度依存的に破骨細胞の分化を抑制した。一章の研究結果と考
え併せると、MBPには、破骨細胞の分化を抑制する因子として、少なくともラク
トフェリン（LF）とLPOの二つが含まれることが明らかになった。LFとLPOのそ
れぞれが作用を発揮するため、LF単独のときよりも、MBPは破骨細胞の分化を強
く抑制したと考えられた。 
 LPOは、乳中に存在する酵素で、抗菌作用を持つことが知られている。そのメ
カニズムとして、LPOの酵素活性によって過酸化水素とチオシアン酸イオン
（SCN-)から、ヒポチオシアン酸イオン（OSCN-）産生され、これが菌に作用し
て抗菌作用を示す70)。この作用は、ラクトパーオキシダーゼシステムと呼ばれ
ており、冷蔵設備の無い国々では、食品の品質の保持のための利用が認められ
ている71,72)。しかし、LPOが破骨細胞の分化を抑制することは、報告されていな
い。本研究で、熱で失活させたLPOは、破骨細胞の分化抑制機能がなくなってい
たことから、LPOの酵素活性が、破骨細胞の分化抑制の機構に必要であることが
示唆された。 
過酸化水素は、細胞や組織内で産生される主な活性酸素種のひとつである。
過酸化水素は、細胞内で非常に重要な役割を果たしているが、過剰な過酸化水
素は、生体に障害を与えることから、生体内でその濃度が厳密にコントロール
されている。細胞内での過酸化水素の発生経路としては、スーパーオキサイド
(O2˙
−)からスーパーオキサイドジスムターゼによる分解によって産生されるが、
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過酸化水素は反応性が高いため、カタラーゼなどの酵素や抗酸化物質などによ
って順次分解され、その生成量が制御されている。 
骨髄マクロファージは、RANKLの刺激によって活性酸素種を一過性で増加させ
ることから、RANKLによる破骨細胞の分化に、細胞内での活性酸素種の産生が寄
与することが示唆されている。これまでに、骨髄マクロファージでは活性酸素
種の消去酵素であるグルタチオンパーオキシダーゼの発現が、RANKL刺激とエス
トラジオールによって増加すること、また、グルタチオンパーオキシダーゼを
強制発現させると破骨細胞への分化が阻害されることが知られている73)。また、
過酸化水素分解酵素であるカタラーゼを卵巣摘出マウスに投与すると、骨量の
低下を阻止することが報告されている74)。 
さらに、RANKL刺激によって、TRAF6やRac1、NADPHオキシダーゼ１が活性化さ
れた後、細胞内活性酸素種濃度が上昇する。発生した活性酸素種は、MAPキナー
ゼや、Akt及びIKKを含む下流の細胞内シグナル伝達を活性化すると考えられて
いる67,75)。また、活性酸素は、破骨細胞内で起こる長期のカルシウムイオン振
動も誘発する76)。スーパーオキサイドは、NADPHオキシダーゼ１よって細胞膜の
細胞外領域で産生された後、クロライドチャンネル（ClC-3）やアクアポリンチ
ャンネルによって細胞内に拡散し、スーパーオキサイドジスムターゼによって
LPOの基質となる過酸化水素に変換される77)。この点と一致して、アクアポリン
チャンネルは、破骨細胞の分化誘導で重要な役割を果たすことが報告されてい
る77)。またLeeら67)は、破骨細胞分化誘導系で、抗酸化物質であるN-アセチルシ
ステイン(NAC)が今回検討した３つすべてのMAPキナーゼを抑制し、また過酸化
水素の添加によってこのMAPキナーゼが活性化することを明らかにした。本研究
においても、LPOの添加によって、TRAF6のユビキチン化が抑制され、MAPキナー
ゼカスケードとNF-κB経路の活性化が低減し、破骨細胞分化に必須の転写因子
であるc-fosとNFAT2の活性化が阻害された。また、NACやLPOを本実験系に添加
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することによって、RANK自身の発現が低下した。RANKの発現低下と細胞内シグ
ナル伝達の抑制の関連を調べる為、RANKの強制発現下でのLPOの影響を検討した。
その結果、RANKを強制発現するとRANKL刺激が無くても破骨細胞への分化が誘導
された。このことから、BMMのRANKの発現量は、破骨細胞の分化誘導の効率に影
響を与えることが示唆された。しかし、RANKの強制発現によってLPOによるRANK
発現量の低下が無くても(data not shown)、LPOを高濃度添加したとき破骨細胞
への分化が抑制されていた。 
従って、LPOは活性酸素種を低減することで、RANKの発現量に関係なく細胞内
シグナル伝達を抑制して破骨細胞への分化を抑制することが示唆された。また、
LPOはRANKの発現量を調節する為に必要な活性酸素の量を低減することで、破骨
細胞への分化効率を減弱していることが示唆された。 
44 
 
第３章 MBP に含まれる破骨細胞骨吸収阻害因子とその作用メカニズムの検討  
３－１．序論 
 第２章において、MBP には、これまでに報告されていない破骨細胞を制御す
る因子が含まれていることが分かった。そこで、本章においても、MBP に含ま
れる破骨細胞の機能を制御する因子の探索を引き続き実施した。第 1 章におい
て、MBP に含まれるラクトフェリンの純度を上げていくと、破骨細胞の骨吸収
を阻害する活性が低下することを見出した。このことから、MBP には、ラクト
フェリンとは異なる破骨細胞の骨吸収を阻害する因子が存在する可能性が示唆
された。 
そこで、本研究では、破骨細胞の骨吸収によって形成される骨吸収窩の数を
指標に、MBP に含まれる新規の破骨細胞骨吸収阻害因子の分離同定を実施した。
また、同定した新規の破骨細胞骨吸収阻害因子が、どのように作用するのかメ
カニズムの検討を行った。 
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３－２．実験材料及び方法  
３－２－１．MBP の調製  
牛乳からの MBP 画分の調製は、２－２－１と同様に行った。  
 
３－２－２．ウサギ全骨細胞由来の破骨細胞によるピットアッセイ 
 5 から 7 日齢雄性ウサギ（体重 100 g）の脛骨と大腿骨から、破骨細胞を含む
全骨細胞を調製した 47)。骨から軟組織を除去したした後、5％FBS 含有α-MEM
培地中で骨を解剖鋏で細分化し、全骨細胞を含む細胞浮遊液を回収した。これ
を 3 回行い、全量が 35 mL になるように調製した。この全骨細胞を含む調製液
を試験管攪拌機で 30 秒間攪拌した後、2 分間静置して上清 30 mL を回収した。
この全骨細胞による骨吸収試験（ピットアッセイ）は、１－２－８と同様の方
法で行った。 
 
３－２－３．骨吸収阻害成分の精製  
MBP 2.2 gを10 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）に溶解し、同緩衝液
で平衡化した陽イオン交換樹脂 SP-Sepharose Fast Flow （GEヘルスケア
社製）カラム(25 mm × 155 mm)に供した。未吸着のタンパク質を、同緩衝液で
洗浄した後、塩化ナトリウムを含む10 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）
で、樹脂に吸着したタンパク質を溶出した。溶出条件は、流速を3.6 mL/minで
行い、塩化ナトリウム濃度が0から1.0 Mまでの直線的グラジェントで溶出した。
破骨細胞の骨吸収抑制成分を上述のウサギ前骨細胞を使用した破骨細胞ピット
形成試験に供して、骨吸収抑制画分を回収した。 
陽イオン交換カラムクロマトグラムの分化抑制画分をAmicon Ultra 
15-Ultracel 5k (ミリポア社製)を用いて濃縮し、ゲルろ過クロマトグラフィー
であるHiLoad 16/60 Superdex 75 pg カラム (16 mm × 600 mm) （GEヘルスケ
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ア社製）に供した。同カラムは、100 mM塩化ナトリウム含有10 mM リン酸ナト
リウム緩衝液（pH 7.0）で平衡化し、流速は1.0 mL/minで実施した。 
ゲルろ過クロマトグラムの分化抑制画分を陽イオン交換カラムクロマトグラ
フィーであるMonoS カラム（GEヘルスケア社製）に供した。50 mM リン酸ナト
リウム緩衝液（pH 7.0）で洗浄した後、塩化ナトリウムを含む50 mM リン酸ナ
トリウム緩衝液（pH 7.0）で、樹脂に吸着したタンパク質を溶出した。塩化ナ
トリウム濃度は0から0.5 Mまでの直線的グラジェントとした。 
各クロマトグラムは、吸光度280 nmで溶出状況を計測した。 
 
３－２－４．SDS-PAGE 電気泳動 
クロマトグラフィーのサンプルは、還元処理した後、16％ゲル SDS-PAGE ゲル
に供した。ゲルは、CBBR-250 染色または銀染色(第一純薬社製)を施した。分子
量マーカーには、TEFCO 社製タンパク質質量マーカーⅡを用いた。  
 
３－２－５．N 末アミノ酸配列解析 
精製したたんぱく質の N 末アミノ酸配列の解析は、気相たんぱく質シークエ
ンサー(476A 型,アプライドバイオシステムズ社製)により行った。 
 
３－２－６．単離ウサギ破骨細胞によるピットアッセイ 
ウサギ全骨細胞からの破骨細胞の単離は、Kokudo ら 79)の方法に従って実施し
た。即ち、全骨細胞を 1 型コラーゲンゲル上で 2 時間培養した。次に、PBS で
非付着性の細胞を洗い流し、0.001％ Pronase E と 0.02％ EDTA を含有した PBS
を用いて 37℃で 5 分間処理した後、0.02％ collagenase を含有した PBS を室温
で 5 分間ゲルを処理し、付着性の弱い破骨細胞以外の細胞を除去した。最後に、
コラーゲンゲル上から破骨細胞を剥離するため、0.1％ collagenase を含有し
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た PBS を用いて 37℃で 5 分間処理し、500 rpm で 2 分間遠心分離して、細胞を
回収した。5％FBS を含有するα-MEM に単離した破骨細胞を懸濁し、これを象牙
片上に播種して、全骨細胞の時と同様にピットアッセイを実施した。  
 
３－２－７．抗ウシアンジオジェニン抗体の調製と中和実験  
 乳から精製したウシアンジオジェニン(2 mg/mL) 0.4 mL とアジュバント
(TiterMax Gold, CytRx Corporation 社製) 0.4 mL を混合して、エマルジョン
を作成し、7 週齢雌性ウサギの両足に筋注した。その後、3 週間の間隔で、合計
3 回投与した。抗体価の上昇を確認後、血清を回収し、HiTrap rProtein A FF (GE
ヘルスケア社製)を用いて、IgG 画分を調製した。  
 MBP とアンジオジェニンの中和実験のために、5.56 mg/mL 抗アンジオジェニ
ン抗体 180 μL と 10 mg/mL MBP 溶液または 0.5 mg/mL 精製アンジオジェニン溶
液 20 μL を混合して、室温で 1 時間保持した。遠心分離後、上清の骨吸収抑制
活性を評価した。 
 
３－２－８．破骨細胞内のアクチンリングの測定  
 象牙片上の細胞を 3.7％ ホルムアルデヒド含有 PBS で 10 分間固定した後、
0.1％ Triton X-100 含有 PBS で処理した。破骨細胞を特定するため TRAP 染色
した後、細胞内 F-アクチンをローダミン結合ファロイジン(Molecular Probes,
社製)で染色した。破骨細胞内の F-アクチンの状態は、蛍光顕微鏡（オリンパ
ス社製）を用いて観察した。細胞の状態を観察後、象牙片上にできた破骨細胞
によるピットを観察するため、酸ヘマトキシリンで象牙片を染色した。  
 
３－２－９．電子顕微鏡観察  
 象牙片上で細胞 2 日間培養した後、象牙片を 0.1 M リン酸緩衝液(pH 7.0)で
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2 回洗浄し、次に 2.5％ グルタルアルデヒド溶液を用いて、4 ℃ で 4 日間細胞
を固定した。観察用サンプルの脱水処理をするため、サンプルを各濃度のエタ
ノール(50,70, 80, 85, 90, 95, 99.5, 及び 100％) に段階的に処理した後、 t-
ブチルアルコールによる処理を行い、最終的に Freeze Dryer (ES-2020; 日立
社製)を用いて凍結乾燥した。SEM (S4300; 日立社製)による観察をするため、
サンプルを OsO4 の薄膜処理(20 nm)を施した。  
 
３－２－１０．マウス骨髄細胞による破骨細胞分化誘導と骨吸収アッセイ  
マウス骨髄細胞からの破骨細胞分化誘導は、２－２－２と同様に行った。精
製したアンジオジェニンの破骨細胞分化への影響をみるため、アンジオジェニ
ンは、培地交換後に添加し、24 時間培養後、細胞を固定し、TRAP 染色で分化誘
導への影響を評価した。  
マウス破骨細胞によるピットアッセイは以下の通りに行った。即ち、プラス
チックプレート上で分化誘導した破骨細胞に細胞剥離液(Cellgro、Media Tech
社製)を用いて回収した。破骨細胞を 10％ FBS, 3％ M-CSF-CM,及び 500 ng/mL 
soluble RANKL 含有の α-MEM に懸濁し、これを象牙片上に播種した。これに評
価サンプルを添加して、一日培養し、これまでと同様の方法で、骨吸収を評価
した。  
 
３－２－１１．動物試験  
 卵巣を摘出(OVX)した 8 周齢雌性 ddY マウス(n=10)と擬似手術(Sham)マウス
(n=5)を日本 SLC から購入した。試験期間中、これらのマウスには、0.3％カル
シウムを含有した AIN76 餌を給餌した。OVX マウス(n=10)は、各群に体重に差
がないようにして、アンジオジェニン(1 mg/body)を静脈投与するアンジオジェ
ニン群(n=5)と vehicle を投与する対照群(n=5)に分けた。ウシアンジオジェニ
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ンは、2 週間のうち 6 回投与した。体重は、投与時に測定し、摂食量は毎日測
定した。実験終了時に屠殺して、子宮重量を測定した。対照群の内の 1 匹のマ
ウスの卵巣が完全に摘出されていなかったため、統計解析から除外した。左右
の大腿骨を摘出し、アロカ社製 Dichroma Scan DCS-600A を使用して、2 重エネ
ルギーX 線吸収法（DXA 法）により骨密度（BMD）を測定した。  
 
３－２－１２．RNA 抽出と RT-PCR 
ウサギ破骨細胞の TRAP とカテプシン K の遺伝子発現を解析するため、RT-PCR
法を用いて解析を行った。ハウスキーピング遺伝子には、GAPDH を用いた。各
遺伝子のプライマーには、以下を用いた。 
TRAP：5’-AAG GAG GAC TAC GTG CTC GTG GCC GGC-3’ (forward)、5’-TCC ACT 
CAG CAC GTA GCC CAC GCC GTT-3’ (reverse); cathepsin K：5’-AGC TGG GGA 
GAA AGC TGG GGA AAC AAAG-3’ (forward)、5’-AGG CAC AAA CAA ATG GGG AAA 
CCA AACA-3’ (reverse);GAPDH：5’- AGG GCT GCT TTT AAC TCT GGC AAA GTG 
G-3’(forward)、5’-AGT GGA GGC AGG GAT GAT GTT CTG GGG G-3’(reverse) 80)。 
象牙片上で培養した破骨細胞からの総 RNA の抽出には、RNeasy Micro Kit（キ
アゲン社製）を用いた。cDNA の合成には、SuperScript 3 First-Strand Synthesis 
SuperMix（インビトロジェン社製）を用いた。PCR の条件は cDNA 産物 2 μL、
10 mM プライマー溶液各 0.5 μL ずつ、DEPC 処理水 22 μL と Ex Taq バージョ
ンプレミックス（タカラバイオ社製）25 μL を混合した。初期加熱を 94℃ で
2 分間行った後、1 サイクル 94℃ 30 秒、 60℃ 30 秒、72℃ 1 分間でカテプシ
ン K は、25 サイクル、GAPDH と TRAP は、35 サイクル行い、最終の伸張反応は、
72℃ で 5 分間行った。PCR は、パーキンエルマー社製 DNA thermal cycler を
用いた。PCR 産物は、2％ゲルで電気泳動し、臭化エチジウムで染色後、UV 照射
して、PCR 産物を検出した。 
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３－２－１３．統計解析  
測定結果は、平均値±標準偏差で記した。抗アンジオジェニン抗体による中
和実験の統計解析は、一元配置分散分析を実施し、グループ間の有意差はフィ
ッシャーの PLSD 法によって解析した。 破骨細胞のアクチンリングの形成に関
する統計解析はχ２検定を実施し、P 値が 0.05 未満を有意差ありと判断した。
動物実験は、一元配置分散分析を実施し、グループ間の有意差はダネット検定
によって解析した。すべての統計解析は、Super ANOVA（Abacus Concepts 社製）
によって実行した。P 値が 0.05 未満の値は、統計的に有意であると判断した。 
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３－３．結果 
３－３－１．乳塩基性タンパク質からの骨吸収阻害タンパク質の分離同定 
 図 3-1A に、乳塩基性タンパク質を SP-Sepharose による陽イオン交換カラム
に供した際のクロマトグラムと陽イオン交換カラムクロマトグラフィーによる
各フラクションのウサギ全骨細胞による骨吸収試験に与える影響を示した。ま
た、図 3-1B には、フラクション No.40 から 75 まで、5 フラクション毎のフラ
クションの SDS-PAGE の結果を示した。フラクション No.40 から 45 までの約
80kDa のタンパク質は、ラクトパーオキシダーゼであり、フラクション No.75
の約 80kDa のタンパク質は、ラクトフェリンであると同定した。 
 一方、骨吸収阻害活性は、0.5 M の塩化ナトリウム濃度で溶出される、フラ
クション No.56 から 67 までのフラクションで、SDS-PAGE で主要なバンドが約
15kDa である(図 3-1B, lanes 7 and 8)画分に見出された。これらの画分を一ま
とめにした後、濃縮し、ゲルろ過クロマトグラフィーに供した。骨吸収阻害活
性をもつフラクションには、15kDa と 17kDa のタンパク質が含まれていること
が分かり、これをさらに MonoS 陽イオン交換クロマトグラフィーに供した（図
3-2A）。その結果、15kDa のタンパク質のみに骨吸収阻害活性が認められた(図
3-2B, レーン 8 及び 9)。 
 図 3-3A に示すように、この 15kDa のタンパク質は、銀染色した SDS-PAGE で
単一バンドのタンパク質として精製された。気相プロテインシークエンサーで
このタンパク質の N 末端アミノ酸配列を解析した結果、この骨吸収阻害活性を
もつタンパク質は、ウシアンジオジェニンであることが分かった（図 3-3B)。 
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Fig. 3-1. SP-Sepharose cation-exchange column chromatography of the bone 
resorption inhibitory protein isolated from MBP.   
Fig. 1 
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(A): Elution profile in the SP-Sepharose cation-exchange column 
chromatograph of MBP.  MBP solution was loaded on to an SP-Sepharose column.  
The bound proteins were eluted with a linear gradient of NaCl (0 to 1.0 
M) (dashed line) in 10 mM sodium phosphate buffer at pH 7.0.  The elution 
profiles were monitored by measuring the absorbance at 280 nm, and the 
inhibitory activity against the formation of pits by osteoclasts was 
measured.  The dark area shows the fractions containing the inhibitory 
activity.  The number of pits formed on the slices was 254.5 ± 50.4 in 
the control.  (B): SDS-PAGE profiles of the fractionated proteins.  The 
protein bands were visualized with CBB.  Lane 1: molecular mass marker; 
lane 2: 0.1% MBP solution; lane 3: fraction number #40; lane 4: #45; lane 
5: #50; lane 6: #55; lane 7: #60; lane 8: #65; lane 9: #70; lane 10: #75.  
The fraction numbers correspond to those in (A).
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Fig. 3-2. Mono S cation-exchange column chromatography of the bone 
resorption inhibitory protein isolated by gel filtration chromatography.   
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(A):  Fractions containing bone resorption inhibitory activity from gel 
filtration chromatography were loaded on to a Mono S column, and the elution 
profile is shown.  The bound proteins were eluted with a linear gradient 
of NaCl (0 to 0.5 M) in 50 mM sodium phosphate buffer at pH 7.0.  The elution 
profiles were monitored by measuring the absorbance at 280 nm, and the 
inhibitory activity against the formation of the pits by osteoclasts was 
measured.  The dark area corresponds to fractions containing the activity.  
The number of pits formed on the slices was 163.2 ± 40.0 in the control.  
(B): SDS-PAGE profiles of the protein samples fractionated by Mono S 
cation-exchange column chromatography.  The protein bands were visualized 
with CBB.  Lane 1: molecular mass marker; lane 2: applied sample; lane 3: 
fraction number (#) 22; lane 4: #23; lane 5: #24; lane 6: #25; lane 7: #26; 
lane 8: #27; lane 9: #28; lane 10: #29.  The fraction numbers correspond 
to those in (A).
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Fig. 3-3. Identification of the purified protein.  (A) SDS-PAGE of the 
purified inhibitory protein.  The purified protein was subjected to 
SDS-PAGE in a 16% gel, with silver staining.  Lane 1: molecular weight 
marker; lane 2: 0.1% MBP solution; lane 3: purified protein.  (B) Amino 
acid sequence analysis.  The deduced N-terminal sequence of the 15-kDa 
protein is compared with that of bovine angiogenin.  Vertical lines 
indicate the residues identical between the two sequences.
Fig. 3 
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３－３－２．ウシアンジオジェニンの破骨細胞骨吸収に及ぼす影響 
 図3-4AとBに示すように、乳塩基性タンパク質（MBP）から精製したウシアン
ジオジェニンに骨吸収阻害活性が認められたことから、ウシアンジオジェニン
とMBPのウサギ全骨細胞による骨吸収活性に与える影響を比較した。その結果、
図4Cで示すように、ウシアンジオジェニンのIC50は 2 μg/mLであり、MBPは 40 
μg/mLであることが分かった。 
 次に、ウシアンジオジェニンが破骨細胞に対して、直接作用するのかそれと
も、他の細胞を介して作用するのかを見極めるため、単離破骨細胞によるピッ
トアッセイで評価を行った。表3-1に示すように、ウシアンジオジェニンは、単
離破骨細胞によるピットアッセイにおいても、骨吸収を阻害したことから、ウ
シアンジオジェニンは、ウサギ破骨細胞に直接作用することが示唆された。 
 ウシアンジオジェニンの阻害活性についてより詳細に検討するため、次に抗
ウシアンジオジェニン抗体を用いて、MBPおよびウシアンジオジェニンの中和実
験を実施した。表3-2に示すように、MBPやウシアンジオジェニンの骨吸収阻害
活性は、抗ウシアンジオジェニン抗体の添加によって減弱することが示された。
一方、通常のウサギIgGを添加した場合は、このような効果は見られなかった
(data not shown)。以上から、MBPの骨吸収阻害活性にウシアンジオジェニンが
寄与していることが示唆された。 
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Fig. 3-4.  Effects of bovine angiogenin on bone resorption.  Scanning 
electron micrographs of dentine slices on which osteoclasts were incubated 
in the absence (A) or presence (B) of bovine angiogenin (5 μg/mL).  The 
white asterisk shows the pitted area.  The arrow indicates the osteoclast.  
(C) Dose-response curves.  Unfractionated bone cells from rabbits were 
inoculated on to dentine slices and incubated for 2 days in the presence 
of bovine angiogenin (□) or MBP (■) at the indicated concentrations.  
Values are expressed as a percentage of the control value.  The number of 
pits formed on the slices in the control was 172.5 ± 25.3 in the control.  
Fig. 4 
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Table 3-1. Effects of bovine angiogenin on the pit-forming activity of 
purified osteoclasts 
Addition  Pit formation (% of control) 
Unfractionated bone cells     
 None    100 ± 9.0 
 Bovine angiogenin    39.3 ± 8.2 
Purified osteoclasts     
 None    100 ± 51.6 
 Bovine angiogenin    27.1 ± 9.6 
 
 
Purified osteoclasts or unfractionated bone cells from rabbits were 
incubated for 48 h on dentine slices in the presence or absence of bovine 
angiogenin (3 μg/mL ).  Values are the mean ± SD, n = 4.  The number of 
pits formed by unfractionated bone cells and purified osteoclasts in the 
control was 145.7 ± 13.1 and 82.3 ± 42.5, respectively. 
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Table 3-2. Neutralization experiments with bovine angiogenin 
Addition  Pit formation (% of control) 
Control   100.0 ± 15.7
a
   
Anti bovine angiogenin Ab   77.9 ± 8.8
ab
  
MBP   38.5 ± 15.9
c
  
MBP +Anti bovine angiogenin Ab   59.8 ± 9.5
bc
  
Bovine Angiogenin   42.0 ± 14.9
c
  
Bovine Angiogenin + Anti bovine angiogenin Ab   74.7 ± 7.6
b
  
  
Unfractionated rabbit bone cells were incubated for 48 h on dentine slices 
in the presence of MBP or bovine angiogenin, with or without pretreatment 
with anti-bovine angiogenin antibody, as described in the text.  Values 
are the mean ± SD, n = 5.  The number of pits formed on the slices in the 
control was 159.4 ± 24.1.  Values compared each other are designated with 
the respective superscript letters (a, b and c), and are significantly 
different at P < 0.05 (Fischer's protected least significant difference 
test). 
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３－３－３．マウス破骨細胞に及ぼすウシアンジオジェニンの影響 
これまでに、ウサギの全骨細胞と単離破骨細胞を使用して、ウシアンジオジ
ェニンの骨吸収阻害活性を示してきた。この現象が、ウサギ特異的な反応なの
か、また破骨細胞の分化に与える影響なのかを検討するため、マウスの系を利
用してin vitroとin vivoの両面から検討を行った。まず、マウス骨髄細胞から
破骨細胞に分化誘導する系を用いて、ウシアンジオジェニンの存在下及び非存
在下で評価を行った。図3-5に示すように、ウシアンジオジェニンは、破骨細胞
の形成には影響を及ぼさなかった。それに対して、マウス破骨細胞によるピッ
トアッセイでは、ウシアンジオジェニンは、骨吸収を阻害した。これらの結果
から、破骨細胞の分化の過程ではなく、破骨細胞に直接作用することが示唆さ
れた。さらにウシアンジオジェニンの作用を検討するため、卵巣摘出マウスに
ウシアンジオジェニンを投与した。表3-3に示すように、ウシアンジオジェニン
は、卵巣摘出による、骨密度と骨塩量の低下を抑制した。以上これらの結果か
ら、in vitroおよびin vivoの両面で、ウシアンジオジェニンが、マウスの破骨
細胞による骨吸収を阻害することが示唆された。 
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Fig. 5 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-5  Effects of bovine angiogenin on mouse osteoclasts.  
Osteoclastogenesis was induced by RANKL (500 ng/mL) and M-CSF (100 ng/mL) 
on plastic culture plates.  Three days later, the medium was changed, the 
samples (A, none; B, bovine angiogenin 1000 μg/mL; C, Osteoprotegerin 
1000 ng/mL) were added, and incubation was continued for another day.  
Osteoclastogenesis was monitored by TRAP staining (A-C).  Mature mouse 
osteoclasts were removed with Cell stripper solution 4 days after treatment 
with RANKL and M-CSF.  Cells were seeded on dentin slices in the absence 
(D) or presence of the bovine angiogenin (1000 μg/mL; E) or 
Osteoprotegerin (1000 ng/mL; F) for 24 h.  The dentine slices were stained 
with acid hematoxilin (D-E).
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Table 3-3 Effect of bovine angiogenin on OVX mice in vivo 
The bovine angiogenin (1 mg/body) or vehicle was administered to OVX mice 
(control group or bovine angiogenin group) six times over two weeks.  At 
the end of the experiment, the uterine and femora were removed for 
measurements.  One mouse of in the control group was excluded from the 
statistical analysis, because its ovaries were not removed.  Values are 
the mean ± SD.  A significant difference compared with the control group 
(*P < 0.05, **P < 0.01). 
Group  Sham Control  Bovine angiogenin  
Number of animals  5 4 5 
Initial body weight (g)  26.0  ± 0.6 26.6 ± 1.0 26.1 ± 0.8 
Final body weight (g)  31.5  ± 0.8 32.0 ± 2.1 33.5 ± 1.0 
Uterine weight (mg)  146.9 ± 78.9 **  29.8 ± 5.0 27.1 ± 3.8 
Femur BMC (mg)  24.1 ± 1.1 ** 20.8 ± 1.0 24.2 ± 2.2 **  
Femur BMD (mg/cm
2
) 43.4 ± 0.9 ** 40.2 ± 1.4  42.7 ± 1.7 * 
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３－３－４．ウシアンジオジェニンの破骨細胞骨吸収阻害のメカニズム 
 ウシアンジオジェニンによる破骨細胞の骨吸収阻害のメカニズムを理解する
ため、ウシアンジオジェニンの存在下及び非存在下で単離したウサギ破骨細胞
を象牙片上で2日間培養した。培養した破骨細胞の骨吸収の状態を評価するため、
骨吸収時に破骨細胞の細胞内に形成されるF-アクチンの輪の形成と、細胞の動
静、骨吸収窩を評価した。 
 その結果、図3-6A、B、Cに示すように、ウシアンジオジェニン非存在下のコ
ントロールでは、象牙片上で確認されたTRAP陽性の多核細胞は、F-アクチンの
リングの形成によってみられるシーリングゾーンが観察され、骨吸収を繰り返
しながら、細胞が移動していることが観察された。表3-4で示すように、80％
(40/46)を超える破骨細胞が、骨吸収をしていることが分かった。それに対して、
ウシアンジオジェニンを添加したものでは、TRAP陽性の多核細胞は観察された
ものの、F-アクチンリングの形成や、骨吸収窩はほとんど観察されず、骨吸収
をした破骨細胞は20％(6/30)以下であった。 
 次に、破骨細胞の骨吸収に必須の因子であるTRAPとカテプシンKの遺伝子発現
量について評価を行った。図3-7に示すように、ウシアンジオジェニンが存在す
ることで、破骨細胞中のTRAPとカテプシンKのmRNA量は減少した。 
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Fig. 3-6. Effects of bovine angiogenin on the formation of the F-actin ring 
in osteoclasts and on the pit-forming activities of the cells.  Mature 
osteoclasts were inoculated on to dentine slices and incubated for 2 days 
in the absence (A, B, C) or presence (D, E, F) of bovine angiogenin (5 μ
g/mL).  To identify osteoclasts, the cells were stained for TRAP (A, D), 
and to detect F-actin, the cells were stained with rhodamine-phalloidin 
(B, E).  Subsequently, the slices were stained with acid hematoxilin in 
order to observe the pits formed on the dentine slices by the osteoclasts 
(C, F).  Photographs were taken at the same magnification (x 200). 
Fig. 6 
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Table 3-4 Effect of bovine angiogenin on the formation of the F-actin ring 
in osteoclasts and on the pit-forming activities of the cells 
Rabbit osteoclasts were incubated for 48 h on dentine slices in the 
presence or absence of bovine angiogenin.  Cells were stained with TRAP 
and rhodamine-conjugated phalloidin.  Dentin slices were stained with 
acid hematoxilin.  The osteoclasts, which formed F-actin ring or pits, 
were counted on the dentin slices.  OC means osteoclast. The significance 
was calculated from χ2 values.  A significant difference compared with 
none (*P < 0.05, **P < 0.01, and  ***P < 0.001). 
Addition No. actin-ring formation OC 
/no. total OC 
No. pit-formation OC 
/no. total OC 
None 42/46 40/46 
Bovine Angiogenin 
1 g/ml 
 
26/40 * 
 
27/40 ** 
5 g/ml 5/30 *** 6/30 *** 
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Fig. 3-7 Effects of bovine angiogenin on the gene expression levels 
of TRAP and cathepsin K in rabbit osteoclasts assessed by RT-PCR.  Mature 
osteoclasts were inoculated on to dentine slices and incubated for 2 days 
in the absence or presence of bovine angiogenin (5 μg/mL).  Total RNA was 
extracted from each dentine slice at indicated time points as described 
in the Methods section. 
 A: 5 μg/mL bovine angiogenin.  C:Control.
Fig. 7  
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３－４．考察 
 本研究で、ウシアンジオジェニンを初めて乳塩基性タンパク質に含まれる骨
吸収阻害因子として分離同定した。ウシアンジオジェニンは、等電点が9.5の塩
基性タンパク質で、牛乳からの精製が多数報告されている81～83)。精製されたア
ンジオジェニンは、破骨細胞による吸収窩を抑制する活性が、MBPと比較すると
非常に高いことから、MBPに含まれる骨吸収阻害成分の主要な成分の一つである
ことが示唆された。 
 アンジオジェニンは、リボヌクレアーゼスーパーファミリーに含まれるタン
パク質で、通常の循環血中に含まれている84)。アンジオジェニンは、その名が
示す通り、血管新生活性をもつ物質としてよく知られているが、その分子機構
についてはまだ不明な点が多い。この点に関して、アンジオジェニンが内皮細
胞に想定される未知の受容体に結合し85)、細胞内のシグナル伝達経路の一つで
あるPKB/Aktを活性化せることが報告されている86)。このことから少なくともい
くつかの細胞系では、アンジオジェニンが細胞外からの刺激として作用するこ
とが示唆される。 
 本研究においても、アンジオジェニンは、破骨細胞が骨吸収をする際に必要
となるF-アクチンリングの形成を抑制した87)。また、破骨細胞の指標となる酵
素であり、また、骨吸収に必須の因子であるTRAPとカテプシンKのmRNAの発現も
アンジオジェニンは抑制した80)。以上の結果をまとめると、ウシアンジオジェ
ニンは、骨吸収の過程で必要となる破骨細胞の様々な因子に影響を及ぼして、
破骨細胞の骨吸収を阻害する因子として機能することが示唆された。 
 このメカニズムとして、ウシアンジオジェニンが分子内にインテグリン依存
的な細胞接着と関連するArg-Gly-Asp (RGD)配列を持つことが関係しているこ
とが考えられた82)。破骨細胞はインテグリンα2、αv、β1およびβ3サブユニ
ットを発現している88～93)。特に破骨細胞が発現するインテグリンαvβ3ユニッ
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トであるビトロネクチンレセプターは、骨吸収に最も関連する因子である93～99)。
RGD配列をもつヘビ毒の一つであるエキスタチンは、骨吸収を阻害することが報
告されており99)、このことから、ウシアンジオジェニンの骨吸収阻害活性にRGD
配列が関わっていることが予想された。しかし、ウシアンジオジェニンの骨吸
収阻害活性に関する正確な役割については、まだ未解明の部分がある。 
乳中に含まれる骨吸収阻害因子としては、Lorgetら43)によってラクトフェリ
ンに骨吸収抑制活性があることが報告されている。しかし、図3-1Aに示すよう
に、陽イオン交換クロマトグラフィニーによって、ラクトフェリンを含む乳の
塩基性タンパク質を詳細に分離すると、今回の結果のように、ラクトフェリン
ではなくアンジオジェニンにその活性があることが分かった。Tanigawaら60)に
よれば、ラクトフェリンは、市販の試薬レベルでは、ラクトフェリン以外の多
数のタンパク質が含まれていることが報告されている。アンジオジェニンもそ
の中の一つであることが報告されており、市販のラクトフェリンを、電気泳動
すると15kDaにバンドが検出され、ELISA法で測定すると0.4から2％程度アンジ
オジェニンが含まれていた (data not shown)。また、 Lorgetら43)のラクトフ
ェリンのIC50は200μg/mLであり、ウシアンジオジェニンのIC50が2μg/mLであ
ったことから、Lorgetらの結果も、アンジオジェニンが関与していた可能性が
考えられた。 
 以上の結果から、乳塩基性タンパク質に含まれる破骨細胞に直接作用して骨
吸収を阻害する因子として分離同定したウシアンジオジェニンは、牛乳に含ま
れる、骨代謝改善する因子の主要な成分の一つと考えられた。 
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総括 
 経口摂取することで骨代謝を改善し、骨密度を上げることが分かっている乳
塩基性タンパク質（MBP）からその骨代謝制御のメカニズムの解明につなげる為
に、MBP から骨代謝を調節する因子の分離同定を実施した。また、分離同定し
た因子による骨代謝制御のメカニズムの探索を実施した。MBP とラクトフェリ
ンとの比較によって、ラクトフェリン（第 1 章）に破骨細胞分化抑制作用があ
ることが確認できた。さらに、MBP には、ラクトフェリン以外の破骨細胞の分
化誘導及び骨吸収機能を調節する因子が存在することが示唆された。MBP に含
まれる破骨細胞の分化誘導抑制因子としてラクトパーオキシダーゼ（第 2 章）
を分離同定した。MBP に含まれる破骨細胞の骨吸収機能の阻害因子としてアン
ジオジェニン（第 3 章）を分離同定した。 
 第 1 章での検討から、乳タンパク質により骨代謝を調節するためには、ラク
トフェリンのような単一の成分による一つの作用によって調節するよりも、MBP
のように複数の因子が骨代謝に関連して、多角的に制御することで、骨代謝を
調節できることが示唆された。これまでに報告されている MBP に含まれる骨芽
細胞の調節因子としては、骨芽細胞増殖因子として、HMG 様タンパク質 55)とキ
ニノーゲンフラグメント 1/256,57)がある。また、MBP に含まれるシスタチン C に
は、骨芽細胞の分化促進機能が報告されている 100)。さらに MBP には、IGF-1 や
FGF2、TGFβなどの成長因子が含まれており 11～17)、これらは骨芽細胞の増殖と
分化を制御することが知られている 53,54)。また、破骨細胞の調節因子としては、
破骨細胞が骨吸収時に分泌するカテプシン K 等のシステインプロテアーゼを阻
害するシスタチン C が報告されている 101)。さらに、本研究において、新規の骨
吸収阻害因子としてアンジオジェニンが見出され、破骨細胞の分化を抑制する
因子としてラクトフェリンとラクトパーオキシダーゼが発見された。このよう
に、MBP には、骨芽細胞と破骨細胞の両方の面から骨代謝を調節する因子が含
71 
 
まれており、また、MBP が各細胞の各段階において制御することが示唆された。
これらの成分が MBP には含まれていることから、MBP が卵巣摘出ラットにおけ
る骨強度の低下の抑制につながったのではないかと考えられた。本検討におい
て、精製ラクトフェリンには、破骨細胞の分化抑制に関しては、強い活性が見
られたが、他の骨芽細胞に対する作用や、破骨細胞の骨吸収の阻害に関する作
用については、これまで他の研究者が報告している作用はほとんど確認できな
かったことから、ラクトフェリン自身にはこのような作用は弱く、MBP に含ま
れるラクトフェリン以外の因子が骨強度の増加に主に寄与していると考えられ
た。 
MBP に含まれる破骨細胞の分化抑制因子として、ラクトパーオキシダーゼと
ラクトフェリンが本研究により明らかになった。しかし、その分化抑制のメカ
ニズムは異なることが予想された。破骨細胞は、単球マクロファージを起源と
する血液系の細胞から、間質細胞や骨芽細胞等から分泌される M-CSF と細胞膜
表面に存在する RANKL の刺激によって破骨細胞へと分化誘導される。本検討に
おいて、マウスの骨髄細胞等から効率良く破骨細胞に分化誘導するためには、
RANKL による刺激を２回以上実施することが重要であったが、ラクトパーオキ
シダーゼの場合には初期から添加する必要があり、ラクトフェリンは２回目以
降でも破骨細胞の形成が阻止された（data not shown）。ラクトパーオキシダー
ゼは、RANKL 刺激による初期の変化を抑制していたが、このことと破骨細胞の
分化抑制のためにラクトパーオキシダーゼの添加が初期から必要なことから、
活性酸素種が破骨細胞の分化に関与するのは、分化の初期であることが示唆さ
れた。それに対して、ラクトフェリンによる破骨細胞の分化抑制は、分化の後
期に添加しても発揮することから、破骨細胞が融合するのを抑制しているので
はないかと推察された。破骨細胞の融合に関わる因子としては、DC-STAMP 等が
関わっていることが報告されているが 102)、今後ラクトフェリンの分化抑制のメ
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カニズムを解明することで、破骨細胞の分化のメカニズムの理解と新規の作用
メカニズムによる新薬の開発が期待される。以上、MBP には、少なくとも２種
類の破骨細胞分化抑制因子が含まれているが、その抑制メカニズムは異なるこ
とが予想され、これが骨代謝の調節に関わっていることが期待された。 
次に、破骨細胞の骨吸収阻害因子として、これまでに報告されているシスタ
チン C とアンジオジェニンが MBP に含まれることが明らかとなった。シスタチ
ン C は、システインプロテアーゼインヒビターの一つであり、乳に含まれるこ
とが知られている。システインプロテアーゼの一つであるカテプシン K は、破
骨細胞等から分泌され、骨吸収する際に骨に含まれる基質となるコラーゲンの
分解に必要な酵素である。近年、カテプシン K の阻害剤は、骨代謝調節の創薬
候補としてだけではなく、リウマチのような自己免疫疾患にも関与することが
注目されている 103)。それに対して、今回明らかになったアンジオジェニンは、
破骨細胞の骨吸収を阻害すること、さらに卵巣摘出マウスの静脈内に直接投与
することで骨密度の減少を抑制することが示された。しかし、アンジオジェニ
ンがどのような因子と相互作用して破骨細胞の骨吸収を阻害しているのか、明
らかにすることはできなかった。アンジオジェニンは、破骨細胞の分化を抑制
する作用はないことから、骨代謝調節における新規のメカニズムが考えられ、
アンジオジェニンと結合するタンパク質の同定や、アンジオジェニンの活性部
位を明らかにすることで、新規の骨代謝調節薬の開発につなげることが期待で
きる。また、MBP から骨吸収阻害成分を探索するにあたり、アンジオジェニン
の効果が最も強くみられたことから、MBP の骨吸収阻害活性に関して、アンジ
オジェニンの方がシスタチン C よりも寄与が大きいと考えられた。 
以上、MBP の骨代謝改善効果のメカニズムを解明するに当たり、MBP がヒト飲
用試験の結果から骨吸収を特に制御していることから、破骨細胞を制御する因
子の探索を行った。その結果、破骨細胞分化抑制因子としてラクトパーオキシ
73 
 
ダーゼと破骨細胞骨吸収阻害因子としてアンジオジェニンを新規に見出し、MBP
の骨代謝メカニズムを推定することができた。しかし、これらの因子はタンパ
ク質であることから、実際に経口摂取した場合に、どのような形で骨の細胞に
到達して機能を発揮しているかについては、まだ解明しなければならない問題
が残った。タンパク質は通常、経口摂取した場合、胃や腸の消化酵素によって
消化されて、ペプチドやアミノ酸となって吸収されると考えられている。しか
し、MBPが効果を発揮するのに必要な量は、1 日当たり 40 mg と少ないことから、
MBP から分解されたアミノ酸が効果を示すのではなく、今回同定したアンジオ
ジェニンやラクトパーオキシダーゼ、ラクトフェリンがほぼそのままの形で効
果を示しているのではないかと考えられた。特に MBP に含まれる約 140 種類の
タンパク質の内、ラクトフェリンが最も多く、次いでラクトパーオキシダーゼ、
アンジオジェニンの順に多く含まれていることから、MBP の骨吸収抑制作用に
関してこの三成分の寄与が大きいと考えられた。今後は、MBP に含まれるタン
パク質がどのように吸収、代謝、分布、排泄されて効果を示しているのかを明
らかにする必要があると考えられた。また、MBP は乳から調製されるが、乳の
成分は分娩してからの時期や季節によって異なることから、採乳時期によって
これらの成分の含量が異なることが予想される。MBP は複数の成分が複合的に
作用することから、MBP が効果を発揮する為に必要な各成分の含量や比率を明
らかにすることも大事であると考えられた。さらに、MBP は、骨の代謝を制御
するにも関わらず、大きな副作用が無くて安全性が高いことが確認されている
104)。これは、乳が哺乳類とってこの世に生れてから最初に摂食する食品であり、
食べるために生みだされるものであることと、牛乳が人類の長年の歴史の中で
安全性を経験的に確認した食品の一つであることが関連していると思われる。
今後は、この安全性が高い理由を、今回明らかになった成分から説明できるか
研究する必要があると思われる。 
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MBP は特定保健用食品に使用されるような健康食品の素材の一つであるが、
今後も薬学的な研究手法を活用することで、真のメカニズムを明らかにするこ
とが可能と考える。本研究をきっかけとして、骨の健康を維持する為に普段の
食事から摂取できるくらい安全性の高く、骨粗鬆症などの骨の疾患を予防およ
び治療が期待できる新規骨代謝調節薬の開発が期待できる。それによって、既
に社会問題となっている高齢者の疾病による医療費の高騰への対応も期待でき
る。 
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